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<はしがき>
水利用起因の病原ウイルスによる感染症は,我が国のみならず世界の国々で
ノ■
発生している.特に発展途上国においては多くの幼い命が奪われ,途上国社会
の持続的な発展に取って大きな障害となっているのが現状である.病原ウイル
スによる水環境の汚染は社会生活の国際化などの多様化に伴って深刻化する方
向へと向かっており,かつ未来の少子高齢化社会の形成は病原ウイルスに対す
る感染リスクの増加につながることが推測されている.
しかしながら,塩素処理を消毒プロセスの基盤に有する今日の浄水･下水処
理プロセスでは,水中病原ウイルスの効率的な除去･不活化が困難であること
が知られている.これは,大腸菌などの指標微生物に比べ,水中病原ウイルス
が高い塩素耐性を有していることに起因する.その他,オゾンや紫外線などの
消毒に対しても水中病原ウイルスの有する高い耐性が確認されている.ウイル
ス除去が可能な膜技術等も開発が進んでいるが,メンテナンスの簡易化や処理
水量の増大等,クリアすべき課題は多い.未来社会の水系ウイルス感染症発生
リスク低減を実現するためには,新たな水中病原ウイルス除去技術を開発し,
その技術を我が国のみならず東南アジア等を含む様々な国々に積極的に導入し
ていくことが必要不可欠であると言える.
以上のような背景のもと,申請者グループは新しい水中病原ウイルス除去技
術の開発を目指し,水中病原ウイルスを特異的に捕捉することが可能なウイル
ス吸着タンパク質(Virus-Binding Protein: VBP)を活性汚泥細菌から分離す
ることに世界で始めて成功した.このVBPは,水環境条件下で水中病原ウイル
スを強く捕捉することが可能であり,また大腸菌によって大量に合成すること
が可能なこれまでにない新規材料である.本研究では,このVBPをウイルス吸
着材として利用した,全く新しい水中病原ウイルス除去技術を開発することを
研究の目的としている.
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研究経過及び研究成果の概要
本研究では,本研究グループが独自に発見･分離したウイルス吸着タンパク
質(Virus-BindingProtein:VBP)クローニングシステムのスケールアップを
実現し,大量発現により得られたVBPの固定化技術を開発してウイルス除去カ
ラムを構築することで,最終的にVBPを利用した水中病原ウイルス除去技術の
開発を行うことを目的とした.以下に,本研究における研究成果の概要をまと
める.
平成16年度
研究の初年度には,リジンタグ付きVBP (LysTagVBP)の創出及びガラス
ビーズへのVBP固定化技術の開発を行い,以下に記す成果を得た.
･本研究グループにより既に得られていたVBP遺伝子を基に,カルポキシル末
端に6つのリジン残基が並んだ配列(ポリリジン配列)を導入したVBP
(LysTagVBP)の創出に成功した.
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･ガラスビーズ表面をアミノシランにより修飾し,架橋試薬としてグルタルア
ルデヒドを用いることでVBPを固定化する手法を考案した.一連の操作に
より, VBPの不活化を最小限に抑え,かつVBP同士の架橋を防ぎながら,
ガラスビーズ表面のシラノ-ル基からVBPまでをすべて共有結合で強固に
結ぶ手法を構築した.　　　　　′
･ LysTagVBPの大量生産を行うために, 2L容量を持つVBP生産用大腸菌培
養装置を設計,構築し,稼働した.さらに培養時間および発現誘導物質であ
るIFrG添加濃度の検討を行った.
平成17年度
研究2年目においては,菌体からのLysTagVBP大量抽出方法の確立,アフ
イニテイクロマトグラフイによるLysTagVBPの大量精製方法の確立,及び
LysTagVBP濃縮操作におけるスケールアップを行い,以下に記す成果を得た.
･実験室スケールのVBP生産システムでは, 1回に80mLの培養液から菌体を
回収してVBPを抽出していた.本研究では,使用している遠心装置や抽出
試薬等を始めから見直し, 1回に400mLの培養液からLysTagVBPを抽出
可能な方法を確立した.
･容量の大きなニッケルカラムの使用,クロマト流速の増加による1日当たり
の精製回数の増加および溶出バッファーのグラディエント設定の検討を行
い, LysTagVBPの大量精製方法の確立を行った.
･フリーズドライヤーの導入により,濃縮操作に供するサンプル量を1しまで増
加させ,濃縮操作においては数十倍のスケールアップを実現した.
平成18年度
研究3年目においては, LysTagVBP固定化のスケールアップ及びウイルス
除去カラムを用いた水中病原ウイルス除去実証実験を行い,以下に記す成果を
得た.
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･浮遊性の細胞培養に用いるローラー培養器を利用し,ガラスビーズを円筒形
容器に入れ,容器をローラー培養器によってゆっくりと回転させながら固定
化処理を行う手法を構築した.
･ベンチスケールのウイルス除去カラムを作成し,図9に示すような循環装置
を用いて水中ウイルス除去実験を行った.その際,ウイルス除去カラムによ
る水中ウイルスの最大吸着容量を把握すると同時に,カラムからのVBP溶
出があるかどうかについてチェックを行った.
本研究で得られた成果をもとに,水環境中の病原ウイルスという新しい問題
に対処するための新規技術の創出が可能であると言える.
-4-
本研究の成果に開する発表論文
本研究の成果に関して,研究期間中に発表された論文を以下に列挙し,次ペ
ージから各論文を添付した.
′
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着タンパク質(Adenovirus-Binding Protein: ADVBP)の分離.佐野大輔､
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